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Ct, cycle threshold  
DEPC, diethyl pyrocarbonate 
E2, 17β-estradiol 
ERα, estrogen receptor α 
ERβ, estrogen receptor β 
ERE, estrogen response element 
FullVelocity○R  SYBER○R  Green QPCR Master Mix ( Stratagene, La Jolla, CA ) 
hERα, human estrogen receptor α 
hERβ, human estrogen receptor β 
medaka ERα, medaka estrogen receptor α 
MilliQ, milli-Q water 
NTC, no template control 
Oligo d(T) (TOYOBO) 
PFCs, perfluorochemicals 
QPCR, quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
RevaTraAce (TOYOBO) 
RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction  
TRIzol, TRIzol Regend (Invitrogen) 
VTG1, vitellogenin 1  
VTG2, vitellogenin 2 
5×Buffer (TOYOBO) 




























latipes)，ニジマス (Oncorthynchys mykiss)，ファットヘッドミノー (Pimephales promelas)やゼブラフ
ィッシュ (Brachydanio rerio)を用いた評価系が提案されている (Organization for Economic 














学物質との共存下で，VTG の誘導が抑制されること (White, R. et al., 1994)，VTG と同様にエスト
ロゲンにより発現が調節される遺伝子である卵膜タンパク質コリオジェニン (Chg)も，エストロゲ
ンおよびエストロゲン様作用化学物質の曝露により発現量が変動することが報告されている (Inui, 
M. et al. 2003; Lee, C. et al. 2002; Berg, A. H. et al. 2004; Fujita, T. et al. 2005)．これらのことから，VTG
の誘導はエストロゲンレセプター(ER)を介した経路により発現が誘導されると考えられている 
(Fig.1.2)．また，VTG はエストロゲン様または阻害作用をもつ化学物質評価のための鋭敏で優れた
バイオマーカーであるとされ，VTG を指標とする評価法が国内外で利用され始めている (Sumpter, 
J.P. et al. 1995; Iguchi, T. 2006; Tong, Y. et al. 2004)．現在報告されている VTG を指標とする魚類を用
いたエストロゲン様活性評価法には，主にメダカやニジマスなどの肝臓の培養細胞を用いる in 
vitro 評価法 (Pelissero, C. et al., 1993; Monteverdi, G. H. et al. 1999; Smeets, J. M. W. et al. 1999; Radice, 
S. et al. 2004)，およびメダカ，ファットヘッドミノー，ゼブラフィッシュやニジマスなどの魚類を
試験物質の溶液中で飼育することによる in vivo 評価法がある．これらの方法は，いずれも VTG タ
ンパク質または VTG mRNA の誘導を指標としている．VTG タンパク質の簡易検出法として，ゲ
ル濾過クロマトグラフィーによる分画分析や，定性，定量の面で優れている抗体を用いた免疫学
的定量法があり，高感度なラジオイムノアッセイ法や酵素免疫測定法が開発され測定に用いられ
ている (Yamanaka, S. et al. 1998; Ishibashi, H. et al. 2001; Li, W. et al. 2004; Chikae, M. 2004; Iguchi, T. 
et al. 2006)．また，VTG mRNA 誘導の測定法としては，Reverse transcription-polymerase chain reaction 





VTGタンパク質量を測定したところ，成熟メスのVTG1 は13.02 ± 0.95 mg/ml，VTG2は1.63 ± 0.14 
mg/ml，E2曝露したオスメダカのVTG1は13.40 ± 2.47μg/ml, VTG2は8.97± 1.28 μg/mlで，いずれも








ERにも複数のサブタイプがあることが報告された (Kuiper, G. G. J. M. et al. 1996)．現在哺乳類のER
サブタイプの機能的差異についての研究が精力的に行われており，ERαは生殖機能の調節に関与し
ていること，ERβは免疫機能に関与していることが示唆されるなど，ERαとERβが異なる機能を有し
ていることなどが明らかになってきた (Harris, H. A. et al. 2003)．魚類ERにおいても，少なくともERα
とERβの二つのサブタイプが存在すること，VTGを産生する肝臓にはERαおよびERβの少なくとも二
種類のERが発現していることが明らかになっている (Wu, C. et al. 2001; Christopher, S. et al. 2002; 
Menuet, A. et al. 2004)．また，水生生物は水環境でエストロゲン様または阻害作用をもつ物質に曝露
され，影響を受ける可能性が高いことから，魚類でのERαとERβの機能的差異および外因性化学物質
による影響は非常に注目されるところである．これまでに魚類ERサブタイプの機能について調査し
た例は少ないが，SoverchiaらはE2およびノニルフェノールに曝露したキンギョ (Carassius auratus) 
の血漿中のVTGタンパク質量が増加したこと，その際肝臓ではERβの発現が上昇したことから，VTG
の誘導にはERβが関与している可能性を指摘している (Soverchia, L. et al. 2005)．また，Castanedaら
がERα選択的リガンドおよびERβ選択的リガンドを曝露したニジマス肝細胞のVTG誘導を調査した
結果，ERα選択的リガンドによる曝露ではVTGが誘導されず，ERβ選択的リガンドによる曝露での




















VTG is synthesized in the liver by 
stimulation of estradiol.
Similarly, VTG is synthesized in the male liver by 
stimulation of estradiol or estrogenic chemicals.
・Expression of VTG is able to use as biomarker for estrogenic activity of 
chemicals.
・Inhibition of VTG in presence of estrogen is able to biomarker which 
inhibitory effect of estradiol.
・Treatment of estradiol or 
estrogenic chemicals.
VTG
・VTG is a precursor of egg yolk protein which 
is characteristic of female oviparous organism.
・Female fish secrete estradiol.
Conception of vitellogenin (VTG) expression on fish.
 























Fig. 1.2. The paradigm for vitellogenin 1 (VTG1) and VTG2 expression mediated estrogen and 
estrogen receptor (ER). 












用なマーカーである VTG1，VTG2，ERα および ERβ 遺伝子の塩基配列情報を取得することがで
きる．この情報を利用することで，VTG のサブタイプである VTG1 および VTG2 と，ER のサブ
タイプであるERαおよびERβの遺伝子発現量をそれぞれ明確に区別して定量することが可能な評
価系を作製することができると考えられる．そこで，遺伝子発現量の定量を正確に行う定量
RT-PCR (QPCR) により，ハウスキーピング遺伝子の β-actin を用いた相対定量法でメダカ肝臓の




2-2-1 メダカ VTG1，VTG2，ERα，ERβおよび β-actin 特異的プライマーの設計 
GenBankで遺伝子配列情報を検索し，VTG1 (DDBJ accession number; AB064320)，VTG2 
(AB074891)，ERα (AB033491)，ERβ (AB070901) およびβ-actin (S74868) のcDNA配列情報を取得
した．DNASIS○R  Pro (Hitachi Software Engineering Co., Ltd.) を用いて，VTG1 とVTG2，およびERα
とERβ cDNA配列相互の相同性検索を行い，VTGおよびERそれぞれのサブタイプに特異性の高い
部分を同定し，サブタイプ特異的な部分を増幅するプライマーの候補を複数設計した (Fig.2.1)．  
 
2-2-2 メダカの前飼育および E2 への曝露 
実験室内で経年飼育した d-rR 系統メダカから採卵し，孵化するまでシャーレで育成した．孵化
した幼魚にアルテミア孵化幼生 (Altemia naupli) を与え，水温を 25±1 °C，明期 16 時間暗期 8 時
間に維持して 4 ヶ月間飼育した．雌雄を分別し，実験に使用するオスメダカは 3 週間以上の期間
前飼育した．E2 (purity > 98 %, Sigma, St. Louis, MO, USA) を，ジメチルスルホキシド (DMSO, 
purity > 99 %, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japan) に溶解したストック溶液を作製し，それぞ
れの曝露濃度にイオン交換水で希釈した．曝露溶液はソニケーターを用いて均一に攪拌した．こ
のとき DMSO の 終濃度は 0.01 %となるように調製した．ネガティブコントロールとして，補助
溶剤として用いた DMSO 0.01 %で曝露を行った．3.7 および 37 nM の E2 溶液でメダカを 1，4，8，





で，-80 °C のディープフリーザーで保存した． 
 
2-2-3 Total RNA の抽出 
凍結した肝臓試料に 500 μl の TRIzol Regend (invitrogen) を加え，ポリトロンホモジナイザーを
用いてホモゲナイズした．3 分間静置後，13000 rpm，4 °C で 15 分間遠心分離した．上清を分取
し，イソプロピルアルコール (Wako)を 250 μl 加えて攪拌し，10 分間静置した．13000 rpm，4 °C
で 10 分間遠心分離して RNA を抽出した．RNA のペレットを 70 %エタノールで洗浄後風乾し，
ジエチルピロカーボネート (DEPC)処理した超純水に溶解し，total RNA とした． 
 
2-2-4 cDNA の調製 
分光光度計 NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc. USA)を用いて total RNA の純度およ
び濃度を測定し，各サンプルの鋳型 RNA濃度を 5 μgに揃えるようにRNA溶液量を調製した．Total 
RNA 5 μg に Oligo d(T) 1 μl と DEPC 処理した超純水 (MilliQ)を加えて 70°C で 10 分間変性後，直
ちに氷上移して静置した．5×Buffer 4 μl，10 mM dNTP 2 μl，RevaTraAce (TOYOBO) 1 μl を加えて




FullVelocity○R  SYBER○R  Green QPCR Master Mix (Stratagene, La Jolla, CA) を用い，製品情報に従って
操作し，Master mix 10 μl，reference dye (Rox) 0.3 μl，MilliQ 7.7 μl，cDNA溶液 1 μl，プライマー溶
液 1 μlを混合して反応溶液を調製した．本研究で設計したVTG1，VTG2，ERα，ERβおよびβ-actin





2-3-1 特異的プライマーを用いた PCR 反応条件の検討 
E2 3.7 nM に曝露したメダカ肝臓から調製した cDNA の濃度を変えて，VTG2 のプライマー対を
用いて QPCR を行ったプロットを示す (Fig. 2.2 (A))．VTG2 の増加曲線は cDNA を加えたものに





加は見られなかった．PCR 反応終了後に 60 °C から 94 °C まで温度を上昇させて，二本鎖 DNA が
一本鎖となる温度を測定した解離曲線のグラフは，cDNA 25，2.5，0.25 ng の三つでは，ほぼ同じ
温度にピークがみられた (Fig.2.2(B))．また，NTC ではピークが見られなかった．  
 
2-3-2 エストロゲン応答遺伝子の E2 曝露における経時的，濃度依存的発現変動 
 3.7 または 37 nM の E2 溶液に 1，4，8，12 時間オスのメダカを曝露し，肝臓のエストロゲン応
答遺伝子発現の変動を QPCR で調査した．ここには VTG2 の発現量を例として示す (Fig.2.3)．3.7 
nM の E2 で 1 時間の曝露を行った群はネガティブコントロールと比較して発現量が低下したが，
37 nM 曝露群では有意差は観察されなかった．4 時間曝露を行った群においては 3.7 および 37 nM
の双方に有意な発現量の変動は見られなかった.曝露時間 8 時間目に E2 3.7 および 37 nM 曝露群の
VTG2 発現量が有意に上昇し，暴露時間 12 時間になるとさらに発現量が上昇した． 
 次に E2 濃度 0.037，0.37，3.7，37 nM で 8 時間曝露し，E2 濃度と指標遺伝子の発現変動との相
関を調査した．VTG1 はネガティブコントロールでも一定量発現が認められた．0.037 nM はネガ
ティブコントロールに対して有意な発現量の上昇は認められなかったが，0.37 nM 以上の E2 曝露
によりネガティブコントロールに対して有意に発現量が増加し，ネガティブコントロールの 400
倍程度で飽和する傾向が観察された (Fig. 2.4(A))．VTG2 でも 0.037 nM 曝露群では有意差が見ら
れず，E2 濃度 0.37 nM 以上で有意な発現量の増加が観察された．さらに，VTG2 は E2 濃度に依
存して発現量が上昇し続けた．また，VTG2 はネガティブコントロールにおいてはほとんど誘導
されないことを確認した (Fig.2.4 (B))． ERαは VTG1 および VTG2 と比較すると変動幅は小さい
が，E2 の濃度依存的にネガティブコントロールに対して発現量が上昇した (Fig.2.4(C))．一方で








列の組み合わせを選択した (Fig.3)．選択したプライマーを用いて QPCR を行ったところ，単一の
反応産物が得られ，プライマーダイマーもほとんど形成されなかったことが確認された．同様に





は 10 pM，アニーリング温度は 62 °C が 適であることがわかった．以上のことから，以後の実
験では，QPCR 反応溶液は，Master mix 10 μl，reference dye (Rox) 0.3 μl，MilliQ 7.7 μl，cDNA (0.5 μl/μl) 












意な差は見られなかったが，曝露時間 8 時間でネガティブコントロールに対して有意に VTG2 の
発現量が上昇し，曝露時間 12 時間ではさらに上昇した (Fig.2.3)．この傾向は，VTG1 および ERα
でも同様であった．このことから，メダカ肝臓での VTG1，VTG2，ERα 遺伝子発現量の変動が
QPCR 法により定量的に検出可能となる曝露時間は，8 時間であることが示された． そこで次に
曝露時間を 8 時間とし，0.037，0.37，3.7，37 nM の E2 で曝露したところ，VTG1 はネガティブコ
ントロールで一定量の発現が認められること，E2 の曝露濃度が高くなるに従って発現量が飽和す
ることが観察された．これに対して VTG2 はネガティブコントロールにおいてほとんど発現が誘
導されないことから，VTG2 の変動幅は VTG1 より大きく，さらに E2 の曝露濃度に依存して発現
量が上昇し，VTG1 で観察された飽和現象が認められなかった．このことから，VTG2 の E2 に対
する応答は VTG1 と異なることが示された．また，ERα は E2 の濃度依存的にネガティブコント
ロールに対して発現量が上昇したが，ERβは発現量が減少した．これらのことから，VTG1，VTG2，




メダカ VTG のサブタイプである VTG1 と VTG2 および ER のサブタイプである ERαと ERβ の


















VTG1 Forward 5'-TGG AAA GGC TGA TGG GGA AG-3'
( AB064320 ) Reverse 5'-AAC TGC AGG CAT GGT GAG CC-3' 
VTG2 Forward 5'-GTC TTC AGG AGG TCT TCT TC-3'
( AB074891 ) Reverse 5'-GGT AGA CAA TGG TAT CCG AC-3'
ER-α Forward 5'-GTC AGT CGG GTT ACT TGG CC-3'
( AB033491 ) Reverse 5'-CAT CAC CTT GTC CCA ACC TG-3'
ER-β Forward 5'-GTG GAC TCA ACT TTC GGC-3'
( AB070901 ) Reverse 5'-CAC GTC GCA GCA GGA TCT T-3'
β-actin Forward 5'-AGA CCA CCT ACA GCA TC-3'
( S74868 ) Reverse 5'-TCT CCT TCT GCA TTC TGT CT-3'
Gene name
( accession number ) primer sequence
 
 




















































(A) Amplification Plots (B) Dissociation Curve
 
 
Fig. 2.2. Real time PCR plots of VTG2 primer pair using male medaka liver cDNA treated with 
E2. 
































Fig. 2.3. Time dependent VTG2 mRNA expression by 3.7 and 37 nM E2 treatment in male 
medaka liver.  
Three male medaka in each treatment groups were treated with E2 for 1, 4, 8, 12 hours. Bars represent 
mean mRNA expression values ± S.D. (relative to β-actin mRNA expression). Asterisk (*) denotes 
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Fig. 2.4. Effect of E2 on VTG1 (A), VTG2 (B), ER-α (C) and ER-β (D) mRNA expression in male 
medaka liver.  
Three male medaka in each treatment groups were treated several concentration of E2 for 8 hours. 
Bars represent mean mRNA expression values ± S.D. (relative to β-actin mRNA expression). 


















物は肝毒性を持つことがげっ歯類を用いた研究で示された (Kudo, N. et al. 2005)．さらに，アル
コール体有機フッ素化合物はヒト乳がん細胞を用いた in vitro 試験でエストロゲン様活性を示す
ことも報告された (Marleen M. 2006)．そこで，第 3 章ではアルコール体有機フッ素化合物およ
びカルボン酸体のエストロゲン様活性を，第 2 章で確立したメダカ肝臓のエストロゲン応答遺伝




3 種類のアルコール体有機フッ素化合物 1H, 1H, 2H, 2H-perfluorooctan-1-ol (6:2PFOH, purity > 
97 %, Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA)，1H, 1H, 2H, 2H-prefluorodecan-1-ol (8:2PFOH, purity > 97 %, 
Alfa Aesar)，1H, 1H-perfluorodecan-1-ol (9:1PFOH, purity > 97 %, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Japan)，および酸体の有機フッ素化合物 Perfluorononanoic acid (PFNA, > 97 %, Sigma, St. Louis, MO, 
USA)，Perfluorododecanoic acid (PFDA, > 97 %, Sigma)，perfluorooctanoic acid (PFOA, > 97 %, Tokyo 
Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan)，pertfluoroundecanoicacid (PFUnDA, > 97 %, Sigma)および
E2 をそれぞれ DMSO に溶解し，ストック溶液を調製した．曝露溶液は，ストック溶液をイオン
交換水で希釈し，ソニケーターで攪拌することで調製した．有機フッ素化合物類の曝露濃度は10，
100，1000，10000 μM とし，E2 の曝露濃度は 31.3，62.5，125，250，500，1000，2000 pM とした．





3-2-2 Yeast two-hybrid assay 
酵母に導入したメダカエストロゲン受容体 α (mERα)と，酵母内に共発現した Coactivator TIF2
とが協調して作用することにより誘導されるレポーター遺伝子 β-galactosidase の発現を指標とし
てエストロゲン様活性を評価した．7 種類の有機フッ素化合物を，mERα導入酵母に種々濃度でそ
れぞれ曝露し，誘導された β-galactosidase 発現量は化学発光強度として発光測定装置 (AB2100, 
ATTO) を用いて計測した (Ishibashi, H. et al. 2008)． 
 
3-2-3 有機フッ素化合物のメダカに対する影響評価 
アルテミア孵化幼生を一日に一回飽食量与えて，水温を 25±1 °C，日長を明期 16 時間，暗期 8
時間に維持して 4 ヶ月間飼育したオスの d-rR メダカを用いた．曝露濃度は 6:2 PFOH 10, 100 μM; 
8:2 PFOH, 100, 1000 μM; 9:1PFOH, 100, 1000 μM; PFNA, 10, 100, 1000 μM; PFDA, 10, 100, 1000 μM
とした．明期に 8 時間曝露を行い，曝露後に肝臓を採取し，mRNA を定法に従って抽出精製し、




3-3-1 Yeast two-hybrid assay 
本研究で開発した QPCR 試験系でエストロゲン様活性評価を行うにあたり，対象化合物を抽出
する目的で medaka ERαを導入した yeast two-hybrid assay による in vitro 評価法により，アルコー
ル体および酸体の有機フッ素化合物のエストロゲン活性評価を行った (Fig.3.1)．調査した 7 種類
の化合物のうち，3 種類のアルコール体化合物 9:1PFOH (Fig.3.2 (A))，6:2PFOH (Fig.3.2 (B))，
8:2PFOH (Fig.3.2 (C))が用量依存的なエストロゲン様活性を示した．アルコール体化合物のエスト
ロゲン活性の強度は，6:2PFOH > 8:2PFOH > 9:1PFOH であった．また，酸体の有機フッ素化合物
は4種類について調査したが，4種類すべてがエストロゲン様活性を示さなかった (data not shown)．
Yeast two-hybrid assay でエストロゲン様活性を確認したアルコール体化合物のうち，8:2PFOH は哺
乳類の肝臓で代謝され，カルボン酸体の有機フッ素化合物になることが報告されており (Kudo, N. 
et al. 2005)，その代謝物は PFNA および PFOA であることから，アルコール体との比較のため，
カルボン酸体化合物の PFNA，PFDA とアルコール体化合物 6:2PFOH，8:2PFOH，9:1PFOH につい
て in vivo でエストロゲン様活性評価を行なうこととした． 
 
3-3-2 メダカを用いた試験 




おいて，500 pM の濃度でネガティブコントロールに対して有意な差が見られたことから 
(Fig.3.2(D))，アルコール体有機フッ素化合物の曝露濃度は，yeast two-hybrid assay で E2 500 pM に
相当する活性を示した濃度と，その 10 倍の濃度とした．Yeast two-hybrid assay でエストロゲン様
活性が見られなかったカルボン酸体は，アルコール体の曝露濃度を基準にして設定し，コントロ
ールは DMSO のみで曝露した．8 時間の曝露を行ったところ，カルボン酸体の PFNA 1000 μM，
PFDA の 1000 μM および 100 μM 曝露は，4 時間以内にメダカが死亡し，カルボン酸体は魚類に対
して強い急性毒性を示すことが明らかになった． 
アルコール体のうち，yeast two-hybrid assay で も強い活性を示した 6:2PFOH は E2 500 pM の
活性に相当する濃度である 10 μM の曝露では有意な変動が認められなかったが，100 μM 曝露群
は有意に発現量が上昇した．8:2PFOH は E2 500 pM 相当の濃度の 100 μM および 1000 μM で VTG1
を誘導し，その誘導レベルは 6:2PFOH よりも高かった．9:1PFOH も 100 μM，1000 μM で VTG1
を有意に誘導した．アルコール体の VTG1 誘導能を E2 500 pM 相当の活性を示した濃度で比較す
ると，yeast two-hybrid assay では も高いエストロゲン様作用を示した 6:2PFOH が低い VTG1 誘
導能を示したのに対し，yeast two-hybrid assay では弱い活性しか示さなかった 8:2 PFOH は逆に高
いVTG1誘導能を示した (Fig.3.4)．このようにアルコール体は用量依存的にVTG1を誘導したが，
カルボン酸体の PFNA および PFDA による VTG1 の有意な発現誘導は見られなかった (Fig.3.4)． 
次に，VTG2 の分析結果をみると，6:2PFOH は VTG1 の場合と同様に，E2 500 pM 相当の濃度
の 10 μMではVTG2の発現の上昇は見られなかったが，100 μMで有意に発現を誘導した．8:2PFOH
は 100 μM，1000 μM で VTG2 を有意に誘導し，9:1PFOH も 100 μM，1000 μM で VTG2 を有意に
誘導した． E2 500 pM の活性に相当する濃度で比較した VTG2 誘導能は，VTG1 の場合と同様に，
yeast two-hybrid assay で高いエストロゲン様作用を示した 6:2PFOH では低く，8:2PFOH は高いと
いう結果であった (Fig.3.5)．また，VTG2 発現量はアルコール体曝露により用量依存的に増加し
たが，カルボン酸体による曝露においては VTG2 の発現に有意な変動は見られなかった (Fig.3.5)． 
ERαの発現変動のレベルは，VTG1 および VTG2 よりも低かった．10 μM の 6:2PFOH は，VTG1
および VTG2 の有意な誘導は確認できなかったが，ERαの発現を有意に誘導した．8:2PFOH も 100 
μM，1000 μM で ERαを有意に誘導し，6:2PFOH，8:2 PFOH は同等程度の用量依存的な ERα誘導
能を示した．9:1PFOH は 100 μM で有意な差は見られず，1000μM 曝露群のみで ERαが有意に上
昇した．9:1PFOH の ERα誘導活性は，3 種類のアルコール体のうちで も低かった．9:1PFOH は，
E2 500 pM の活性に相当する濃度である 100 μM で VTG1 および VTG2 の発現を有意に上昇させ
たことから，VTG 誘導能に対して ERαの誘導能が低いことが示された (Fig.3.6)．一方，カルボン













本研究により，in vitro assay でエストロゲン様活性を示すことが報告されたアルコール体有機
フッ素化合物 6:2PFOH，8:2PFOH および 9:1PFOH が，in vivo assay においてもエストロゲン様
活性を示すことを明らかにすることができた．Yeast two-hybrid assay によるエストロゲン様活性
評価の結果から，E2 500 pM 相当の活性を示した濃度を基準として曝露濃度を設定してメダカを
用いた in vivo 評価を行い，それぞれの物質の in vivo でのエストロゲン様活性について比較検討
した．Yeast two-hybrid assay で 3 種のアルコール体のうちで も強い活性を示した 6:2PFOH の
VTG1 および VTG2 誘導能は in vitro での結果に対して低いものであったこと，その一方で，
8:2PFOH の VTG 誘導能は高く，9:1PFOH の ERα 誘導能は VTG1 および VTG2 誘導能と比較し
て低いことが示された．In vivo assay の濃度決定の基準となった E2 500 pM とほぼ同等の濃度の
370 pM と，その 10 倍の濃度の E2 と有機フッ素化合物によるエストロゲン応答遺伝子の発現量
を比較すると，VTG1 は E2 よりも 8:2PFOH による誘導が高くなっており，8:2PFOH は VTG1 を
特に強く誘導した (Fig.3.8(A))．一方で VTG2 と ERα ではアルコール体の誘導能は E2 と比較し
て低かった (Fig.3.8(A), (C))．このようにエストロゲン応答遺伝子は，本来のリガンドである E2
を含めて曝露する物質ごとに異なる応答を示すことが分かった．このような違いは VTG1 および
VTG2 などのエストロゲン応答遺伝子がそれぞれ異なる機構によって制御されているためでは




In vitroでエストロゲン様活性を示すことが報告されたフッ素テロマーアルコール 6:2 PFOH，8:2 
PFOH および 9:1PFOH が，魚類に対してエストロゲン様活性を示すことを明らかにした．また，
フッ素テロマーアルコール 8:2PFOHが哺乳類の肝臓で代謝されて生成することが報告されている
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Fig. 3.2. Estrogenic effect of PFCs on yeast two-hybrid assay integrated medaka ERα. 
9:1PFOH (A), 6:2PFOH (B), 8:2PFOH (C), E2 (D). Data are presented as the mean, and vertical error 
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Fig.3.4. Effect of perfluorochemicals (PFCs) on VTG1 mRNA expression in male medaka liver. 
Three male medaka in each treatment group were treated with PFOs for 8 hours. The control group 
was treated with 0.01 % DMSO. Bars represent mean VTG1 mRNA expression values ± S.D. 
(relative to β-actin mRNA expression). Asterisk (*) denotes significant differences vs. control 
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Fig. 3.5. Effect of PFCs on VTG2 mRNA expression in male medaka liver. 
Three male medaka in each treatment group were treated with PFOs for 8 hours. The control group 
was treated with 0.01 % DMSO. Bars represent mean VTG2 mRNA expression values ± S.D. 
(relative to β-actin mRNA expression). Asterisk (*) denotes significant differences vs. control 
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Fig. 3.6. Effect of PFCs on ERα mRNA expression in male medaka liver. 
Three male medaka in each treatment group were treated with PFOs for 8 hours. The control group 
was treated with 0.01 % DMSO. Bars represent mean ERα mRNA expression values ± S.D. (relative 
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Fig. 3.7. Effect of PFCs on ERβ mRNA expression in male medaka liver. 
Three male medaka in each treatment group were treated with PFOs for 8 hours. The control 
group was treated with 0.01 % DMSO. Bars represent mean ERβ mRNA expression values ± S.D. 
(relative to β-actin mRNA expression). Asterisk (*) denotes significant differences vs. control 
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Fig. 3.8. Comparison of the estrogen response genes induction by PFCs and E2 in male medaka 
liver. 
Three male medaka in each treatment group were treated with PFOs or E2 for 8 hours. The 
control group was treated with 0.01 % DMSO. Bars represent mean mRNA expression values ± S.D. 
(relative to β-actin mRNA expression). Asterisk (*) denotes significant differences vs. control 






第 4 章 メナジオン(VitaminK3)の抗エストロゲン活性に関する研究 
4-1 目的 
ビタミン K は脊椎動物の血液凝固や骨代謝に関与することが知られており (Dahlbäck, B. 2000)，
天然型ビタミン K である植物由来の K1，微生物由来の K2 は医薬品として使用されている．合成
ビタミン K3 であるメナジオン (2-methyl-1,4-naphthoquinone)は哺乳類の肝細胞を用いた酸化スト
レスの研究に使われ，分子状酸素の消費量の増加やスーパーオキシドラジカルアニオンの産生に
関与する他，グルタチオンを枯渇させることが報告されている (Thor, H. et al. 1982; Mirabelli, F. et 
al. 1988)．また，メナジオンは乳がん培養細胞 MCF-7 cell で 1 本鎖および 2 本鎖 DNA を切断する










に対する傷害性を示すことが報告され (Kim, G. B. et al. 2004)，広範囲の無脊椎動物に対して強い
急性毒性を示すことが明らかになった (Raikow, D. F. et al. 2006; Wright, D. A. et al. 2007)．さらに
メナジオンは耐性の高い休眠卵にも孵化率減少や孵化時期の遅延などの毒性を示すことが報告さ
れている (Wright, D. A. et al. 2007)．一方，メナジオンは光の照射によって構造変化することが知
られており，構造変化と無脊椎動物への毒性の相関が調べられた結果，無脊椎動物への毒性は構














メナジオンは yeast two-hybrid assay を用いて抗エストロゲン作用を示すこと，reporter gene assay
で E2 の転写活性を阻害すること，binding assay で E2 と競合して ERαに結合することが報告され
ている (Jung, J. et al. 2004)．しかし，in vivo のメナジオンのエストロゲン様作用については調べ












メナジオン (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan)，タモキシフェン ([Z]-1-[p-dim






いて攪拌した．メナジオン単独で 0.1，1，10，100 μM で曝露を行った．また，エストロゲン作
用に対する影響を調査するために，メナジオン 0.1，1，10，100 μM またはタモキシフェン 0.1，
1 μM と E2 3.7 nM を共存させて曝露を行った．それぞれの曝露溶液における DMSO の終濃度は







メダカの前飼育および曝露は，第 2 章の方法に準じて，アルテミア孵化幼生を一日に 1 回飽食
量与え，水温を 25 °C ±1 °C，日長を明期 16 時間：暗期 8 時間に維持して 4 ヶ月間飼育したオス








ジオンの吸光度を測定するには 0.1 mM 以上の濃度が必要であったため，1 mM のメナジオン溶液






VTG1 の発現量は，メナジオン単独曝露において 1 μM でわずかに発現が上昇する傾向が見ら
れたが，有意な差ではなく，メナジオンは単独で VTG1 の発現に影響を与えないと判断された．
VTG1 は E2 単独曝露により発現が大きく上昇した．ポジティブコントロールの E2 とメナジオン
と E2 共存曝露の VTG1 の発現量を比較すると有意な差は認められず，メナジオンによる抑制は
見られなかった．タモキシフェンも，0.1 μM で VTG1 を抑制する傾向があったが，有意ではなく，
VTG1 の場合は 1 μM で曝露を行った場合のみでタモキシフェンの抗エストロゲン作用が見られ
た (Fig.4.2)． 
VTG2 に対するメナジオン単独での影響を見ると，DMSO 曝露のネガティブコントロールとの
差はなく，VTG2 の発現を誘導しなかった (Fig.4.3)．一方で，ポジティブコントロールの E2 は，
ネガティブコントロールに対して VTG2 の発現を大きく誘導した．E2 に対してメナジオンと E2
共存曝露を比較すると，VTG2 の発現量は 0.1 μM では E2 曝露と同程度であるが，1 μM で E2 曝
露と比較して有意に低下した．抗エストロゲン作用の比較対象であるタモキシフェンは，VTG2
の誘導を濃度依存的に抑制し，1 μM では DMSO 曝露の場合とほとんど同じ程度まで抑制した．
メナジオンはタモキシフェンと比較すると弱いが，VTG2 に対して抗エストロゲン作用を示した． 




ERαの発現は上昇したが，発現量は VTG1 および VTG2 よりも低いものであった．これに対して，
メナジオンと E2 共存曝露は，0.1 μM では有意な差ではないものの ERαの発現を抑制する傾向を
示し，1μM でネガティブコントロールに近い値まで有意に発現を抑制した．タモキシフェンは 0.1 
μM では ERαの抑制は認められず，1 μM で有意に発現を抑制した． 
 




光照射したものには，新たに 231 nm にピークが出現した．このピークは光照射前と，2 日間光照
射したものには見られないが，8 日目から 12 日目にかけて明確になっており，246 から 270 nm の
ピークが低くなるのに伴って逆に上昇した．このことから，231 nm のピークはメナジオンの構造
変化した物質のピークであると考えた．そこで，262 nm の吸収をメナジオン濃度，231 nm の吸収
をメナジオンの構造変化物の濃度とし，その比の光照射時間に対する変化量からメナジオンの構





VTG1 は，暗条件の曝露ではメナジオンは VTG1 に対してエストロゲン様および抗エストロゲ
ン活性のどちらも示さなかったが，明条件でメナジオンは VTG1 の発現を抑制した (Fig.4.6(A))．
E2 共存曝露は明条件下の暴露でも VTG1 に対する抗エストロゲン活性は見られなかった．VTG2
はメナジオン単独曝露で変動は見られなかった (Fig.4.6(B))．E2 共存曝露では暗条件下の曝露で
VTG2 を抑制した場合の変動と比較するとわずかであるが，VTG2 の発現は E2 単独曝露に対して
上昇しており，VTG2 の発現を抑制しなかった．ERαは，メナジオンの単独曝露は ERαの発現に




第 4 章では in vitro で抗エストロゲン活性を示すことが報告されているメナジオンについて，in 
vivo でのエストロゲンの作用に対する影響を，メダカ肝臓のエストロゲン応答遺伝子である VTG1，






メナジオン単独曝露において VTG1 および VTG2 の発現量に変動が見られなかったことから，
メナジオンは in vivo で VTG1 と VTG2 の発現に対してアゴニスト活性を示さないことが確認でき
た．さらに，E2 と共存させて曝露を行ったところ，メナジオンは VTG2 および ERα の発現を抑
制し，抗エストロゲン活性を示した．また，抗エストロゲン活性を調査する際の比較対象とした
タモキシフェンと E2 を共存させて曝露を行ったところ，タモキシフェンの抗エストロゲン作用は





定することで観察したところ，メナジオンは 1 時間あたり 0.8 μM の速度で蛍光灯照射下でも構造
変化を起こしていることが確認でき，実際にメダカを曝露した濃度のメナジオンは，蛍光灯下で
は約 1 時間程度で構造変化することがわかった．すなわち，8 時間曝露を行う本評価系において
メナジオンは完全に光分解しており，その分解物の影響を評価しているものと考えられる． 



















































0.1 1 ( μM )
+ - -+ + + +
- -









E2 (3.7 nM) 
 
Fig. 4.2. Anti-estrogenic effects of tamoxifen and menadione on VTG1 mRNA expression 
under dark condition in male medaka liver.  
 Three male medaka in each treatment groups were treated with 0.1, 1 μM menadione or 
tamoxifen in the presence or absence of E2 for 8 hours. Bars represent mean VTG1 mRNA 
expression values ± S.D. (relative to β-actin mRNA expression). M; menadione. T; 
tamoxifene. +; in treatment. Asterisk (*) denotes significant differences vs. control group. 
# and bar that joins E2 and test chemical-treated groups indicate significant differences vs. 
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Fig. 4.3. Anti-estrogenic effects of tamoxifen and menadione on VTG2 mRNA expression 
under dark condition in male medaka liver.  
Three male medaka in each treatment groups were treated with 0.1, 1 μM menadione or 
tamoxifen in the presence or absence of E2 for 8 hours. Bars represent mean VTG2 mRNA 
expression values ± S.D. (relative to β-actin mRNA expression). M; menadione. T; 
tamoxifene. +; in treatment. Asterisk (*) denotes significant differences vs. control group. 
# and bar that joins E2 and test chemical-treated groups indicate significant differences vs. 
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Fig. 4.4. Anti-estrogenic effects of tamoxifen and menadione on ERα mRNA expression 
under dark condition in male medaka liver.  
Three male medaka in each treatment groups were treated with 0.1, 1 μM menadione or 
tamoxifen in the presence or absence of E2 for 8 hours. Bars represent mean ERα mRNA 
expression values ± S.D. (relative to β-actin mRNA expression). M; menadione. T; 
tamoxifene. +; in treatment. Asterisk (*) denotes significant differences vs. control group. 
# and bar that joins E2 and test chemical-treated groups indicate significant differences vs. 






























































Fig. 4.5. Changes in menadione spectrum after fluorescent light exposure. 
(A) Changes in menadione spectrum after fluorescent light exposure 
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Fig. 4.6. Anti-estrogenic effects of menadione on VTG1 (A), VTG2 (B) and ER-α (C) 
mRNA expression under fluorescent light condition in male medaka liver.  
Three male medaka in each treatment group were treated with 0.1, 1 μM menadione in the 
presence or absence of E2 for 8 hours. Data bars represent mean mRNA expression values ± 
S.D. (relative to β-actin mRNA expression). M; menadione. +; in treatment. Asterisk (*) 
denotes significant differences vs. control group. # and bar that joins E2 and test 
chemical-treated groups in the Figure indicate significant differences vs. E2 treatment group 











はほとんど発現していないこと，女性ホルモンである E2 の曝露に対しては，E2 濃度が高く
なると VTG1 の発現量の上昇は頭打ちになるが，VTG2 の発現量は濃度依存的に上昇するこ
とを確認し，VTG1 と VTG2 の遺伝子発現は異なる挙動を示すことを明らかにした．さらに，
第 3，第 4 章でエストロゲン応答遺伝子を指標として，有機フッ素化合物およびメナジオン
のエストロゲン様，抗エストロゲン様作用の評価を行ったところ，VTG1 と VTG2 の発現量
の変動や，化学物質に対する感受性が異なっていることも明確にした．これらのことは，
VTG1 と VTG2 がそれぞれに異なる発現制御を受けていることを示すものであると考えられ
るが，これまで魚類において VTG サブタイプの遺伝子発現の制御メカニズムは明らかにさ
れていない．また，VTG の発現はエストロゲンと ER との会合により発現制御されることは
間違いないが，メダカ肝臓には ERα および ERβ の少なくとも二種類の遺伝子が発現してお
り，これらの ER の作用の違いが VTG1 と VTG2 の発現パターンが異なる要因となっている
可能性もあると考えられる．そこで，本研究は ERα または ERβ 選択的リガンド曝露による
メダカ肝臓の VTG1 と VTG2 mRNA の発現変動を，今回開発した QPCR 法を用いて調査す
ることで，VTG 発現制御に対する ERαと ERβの関わりについて検討した (Fig.5.1)． 
 
5-2 方法 




れている 2-(4-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-1,3-benzoxazole (HPHB) をERβ選択的リガンドとし
て用いることとした (Michael S. M. et al. 2004)．HPHBは長崎大学環境科学部高良真也教授に
合成して頂いた． 
 
5-2-2 Yeast two-hybrid assay 
Yeast two-hybrid assay は，酵母細胞内にヒトエストロゲンレセプターα (hERα)あるいは β 




子 β-galactosidase が誘導される系を用いた (Fig.5.2)．9 種類の ERα選択性アナログを，hERα
および hERβ 導入酵母に種々濃度でそれぞれ曝露し，誘導された β-galactosidase 発現量は化
学発光強度として発光測定装置 (AB2100, ATTO)を用いて計測した． 
 
5-2-3 ERα選択的リガンドまたは ERβ選択的リガンド曝露溶液の調製および曝露条件 
Fig.5.4 に示す構造を持つ ERα 選択的リガンドとして選別した化合物 (Toho-8)と，HPHB
およびタモキシフェンをそれぞれ DMSO に溶解してストック溶液を調製した (Fig.5.3)．ス
トック溶液をイオン交換水で希釈してソニケーターで攪拌し，曝露溶液とした．曝露溶液の
DMSO の 終濃度は 0.01 %になるよう調製した．メダカはオスの d-rR を，アルテミア孵化
幼生を一日に 1 回飽食量与え，水温を 25 °C ±1 °C，日長を明期 16 時間：暗期 8 時間に維
持して 4 ヶ月間飼育したものを使用した．メダカの曝露濃度は，Toho-8 単独で 2.8，28，280，
2800 nM，HPHB 単独で 100，1000，10000 nM，比較対象の E2 は，0.037，0.37，3.7，37 nM
で曝露を行った．また，E2 3.7 nM の共存下で Toho-8 2.8，28，280，2800 nM，HPHB 1000，
10000 nM あるいはタモキシフェン 0.1，1 μM で 8 時間曝露を行った．ネガティブコントロ
ールは DMSO 0.01 %で曝露を行った．曝露後に肝臓を採取し，RNA を定法に従って抽出精




5-3-1 Yeast two-hybrid assay 
 9 種類の ERα選択的リガンドについて hERαまたは hERβに対する親和性を調査したとこ
ろ，hERαを導入した yeast two-hybrid assay で，Toho-8 は濃度依存的に発光強度が上昇し， 
hERα に対して親和性を示した (Fig.5.4 (A))．Toho-7 はわずかに発光強度が上昇し，Toho-8
と比較して低いものの，hERαに対する親和性を示した (data not shown)．一方，hERβを導





5-3-2 タモキシフェンの VTG1 および VTG2 発現誘導への影響 
タモキシフェンは，エストロゲンのアンタゴニストであり，乳がんの治療などに用いられ




ると，VTG1 はタモキシフェンの濃度が 0.1 μM の場合では E2 曝露と比較して有意な差は見
られなかった．タモキシフェンの濃度が 1 μM の場合は一定量の発現が認められるものの，
有意に発現が抑制された．VTG2 は，E2 と共存させたタモキシフェン 0.1 μM および 1 μM
曝露群の双方で有意な発現の抑制が観察された．特にタモキシフェン 1 μM と E2 を共存さ
せた曝露群ではほとんど VTG2 の発現が確認できない程度まで抑制された (Fig.5.5)． 
 
5-3-3 ERα選択的リガンド Toho-8 および ERβ選択的リガンド HPHB 単独での VTG1 および
VTG2 発現誘導への影響 
In vivo での実験には，yeast two-hybrid assay の結果から選別した Toho-8 を ERα選択的リ
ガンドとして，Michael らが比較的高い ERβ選択性を示すことを報告している HPHB を ERβ
選択的リガンドとして用いた (Michael S. M. et al. 2004)．まず，Toho-8およびHPHBのVTG1，
VTG2 の遺伝子発現に対する影響を調査するため，Toho-8 または HPHB 単独で曝露を行っ
た．また，ポジティブコントロールとして，E2 単独による曝露を同時に行った．曝露濃度
は，Toho-8 と HPHB のどちらも yeast two-hybrid assay の結果から，各化合物の E2 1ppb 相当
の活性を示す濃度を求め，この濃度を基準として設定した．遺伝子発現量の解析結果は，
Toho-8 および HPHB 曝露濃度を E2 相当量として表した． 
VTG1 は，E2 単独曝露で濃度依存的に大きく上昇し，1 から 10 ppb でコントロールの約
400 倍程度で飽和した．ERα 選択的リガンドの Toho-8 は，グラフ上の低濃度側でも VTG1
が誘導された．Toho-8 による VTG1 の誘導は，濃度依存性は見られなかったものの，E2 曝
露の結果に匹敵するほどの VTG1 を誘導した．これに対して，ERβ選択的リガンドの HPHB
は，グラフ上の低濃度側では VTG1 をほとんど誘導しなかったが，高濃度の HPHB は，Toho-8
や E2 による曝露と比較すると弱い VTG1 の発現が見られた (Fig.5.6 (A))．  
VTG2 は，E2 単独曝露において濃度依存的にネガティブコントロールの 1500 倍程度まで
上昇し，発現量が飽和する傾向も見られなかった．Toho-8 は E2 曝露の結果と比較すると低
いが，すべての曝露濃度でほぼ一定量の VTG2 の発現が見られた．HPHB は，すべての曝露
濃度で有意差が見られ，VTG2 は ERβ の作用でも誘導された．特に も高い濃度の HPHB
においては，VTG1 の場合はわずかに発現が誘導されたが，VTG2 は E2 曝露に匹敵する発
現誘導が見られた (Fig.5.6 (B))．  
 
5-3-4 E2 共存下での ERα選択的リガンド Toho-8 および ERβ選択的リガンド HPHB の VTG1
および VTG2 発現誘導への影響 




にばらつきが大きくなり，一部の曝露群では E2 3.7 nM 単独暴露の VTG1 の発現量に対する
有意な差がみられた．HPHB と E2 共存曝露は，E2 3.7 nM 単独曝露時の VTG1 の誘導量を下
回っており，HPHB の作用に E2 の作用が加わっても，E2 共存下での Toho-8 のように VTG1
の発現を上昇させることはなかった (Fig.5.7 (A))． 
VTG2 の発現量は，Toho-8 と E2 共存曝露では，E2 曝露とほぼ同等の発現が見られ，E2
に ERαの作用が加わっても，VTG2 の発現誘導が促進されることはなかった．一方で，HPHB
と E2 共存曝露での VTG2 発現量は，E2 単独曝露を大きく上回った (Fig.5.7 (B))． 
 
5-4 考察 
 これまでに魚類 VTG 遺伝子発現調節について調査した報告はごくわずかであるが，い
ずれも VTG の誘導に ERβ の作用が関わっていることを示唆している (Soverchia, L. et al. 
2005; Castaneda, O. L. and Kraak, G. V. 2007)．しかし，魚類には複数の VTG サブタイプが存在
することがゲノム解析の結果から知られているが，VTG サブタイプの発現制御に対する ERα
あるいは ERβの関わりは明らかではなかった．本研究において，ERα選択的リガンド Toho-8
および ERβ選択的リガンド HPHB に曝露したメダカ肝臓の VTG1 および VTG2 mRNA の発
現誘導を調査したところ，Toho-8 はメダカ肝臓の VTG1 の発現を上昇させ，E2 と比較する
と低い一定量の VTG2 の発現を誘導した．HPHB は VTG1 を誘導しなかったが，E2 に匹敵
する VTG2 を誘導した．また，Toho-8 は E2 を共存させると VTG1 の発現を E2 単独曝露に
対し有意に上昇させたが，HPHB は E2 と共存させても VTG1 発現を E2 単独曝露に対して有
意に上昇させることはなかった．一方，VTG2 の発現は E2 との共存下において，Toho-8 で
さらに誘導されることはなかったが，HPHBはE2単独曝露における誘導を大きく上回った．
以上のことから，VTG1 は主に ERαによって遺伝子発現が制御されていること，一方，VTG2




可能である．Fujiwara らは，メダカ VTG1 および VTG2 特異的抗体を用いて，成熟したメス
メダカと E2 に曝露したオスメダカの血中 VTG1 および VTG2 タンパク質の定量を行い，成
熟したメスメダカの血中 VTG1 タンパク質は，VTG2 と比較して 10 倍程度高い濃度であっ
たと報告している (Fujiwara, Y. et al. 2005)．また，E2 に曝露したオスメダカの血中 VTG1 タ





る．これに対し，本研究で行った VTG1 および VTG2 遺伝子発現量の定量結果では，VTG1
遺伝子発現量は一定量まで誘導されてプラトーに達し，VTG2 遺伝子発現量は E2 濃度に依
存して上昇した．このことは，VTG サブタイプの遺伝子の発現量と実際に合成されている
タンパク質の量が異なることになるが，タンパク質の安定性がサブタイプごとに異なり，
VTG2 が VTG1 より分解されやすい可能性も考えられ，RNA およびタンパク質の安定性など
の詳細を明らかにすることが今後期待される．VTG は卵生生物の繁殖に不可欠なタンパク
質であるにもかかわらず，VTG サブタイプのタンパク質合成，卵黄形成や発生，成長時に
おける役割の解明などの基礎的な調査は進んでいない．本研究により VTG1 および VTG2 






ERα選択的リガンド Toho-8 または ERβ選択的リガンド HPHB に曝露したメダカ肝臓中の
VTG1 および VTG2 遺伝子発現量の変動を調査した結果，VTG1 は主に ERαによって，VTG2





















・Participation of ERα and ERβ in regulation of VTG1 or VTG2 
expression is investigated by VTG1 or VTG2 mRNA induction 






Fig. 5.1. Paradigm of experimental designs for investigation that involvement of ERα and 
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Fig. 5.2. Scheme of yeast two-hybrid assay human recombined human estrogen receptor α 





















・Toho-8 ; ER-α selective ligand
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Fig. 5.4. Dose-response curves of Toho-8 using yeast two-hybrid assay recombined hERα 
(A) or hERβ (B). 
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Fig. 5.5. VTG1 and VTG2 mRNA expressions by tamoxifen (4-OHT) plus E2 treatment. 
Asterisk (*) denotes significant differences vs. E2 treatment group (P < 0.05). Three male medaka 
were treated with tamoxifen in the presence or absence of E2 for 8 hours in each treatment group. 
Data symbols represent mean VTG1 mRNA; (A) and VTG2 mRNA; (B) expression values ± S.D. 






















































Fig. 5.6. VTG1 and VTG2 mRNA expression in medaka liver in singly treatment by each 
chemicals. 
Asterisk (*) denotes significant differences vs. control group. # indicate significant differences vs. 
E2 treatment group (P < 0.05). Three male medaka in each treatment group were treated with ERα 
selective ligand; Toho-8 or ERβ selective ligand; HPHB in the presence or absence of E2 for 8 hours. 
































Toho-8+E2 3.7 nM (1 ppb) HPHB+E2 3.7 nM (1 ppb)





















Fig. 5.7. VTG1 and VTG2 mRNA expression in medaka liver by each chemicals under 
presence of E2 treatment. 
Dotted line mean VTG1 or VTG2 mRNA expression level which treated with E2 3.7 nM. Asterisk 
(*) denotes significant differences vs. control group. # indicate significant differences vs. E2 
treatment group (P < 0.05). Three male medaka in each treatment group were treated with 
ERα selective ligand; Toho-8 or ERβ selective ligand; HPHB in the presence of E2 for 8 


















・vtg1 expression is depend on ERα action.
・vtg2 expression is induced by ERα, which is enhanced by 
coexist  ERα and ERβ. 
 
 






第 6 章 総括 
・化学物質のエストロゲン様活性評価の指標として有用な卵黄タンパク質 VTG のサブタイ
プには VTG1 および VTG2 がある．さらに，エストロゲン応答遺伝子である ER サブタイプ
には，ERα および ERβ などがあり，近年その機能的差異が注目されている．そこで，メダ
カをモデル生物として，これらの遺伝子発現量をそれぞれ明確に区別して定量することがで
きる QPCR 法を作製した． 
・この QPCR 法を用いて女性ホルモン E2 に対する VTG1，VTG2，ERα および ERβ 遺伝子
発現の変動を調査した．その結果，ネガティブコントロールにおいて VTG1 および ERβ は
一定量の発現が観察されるが VTG2 および ERαの発現はほとんど見られなかった．E2 によ
る VTG1 の発現量は高濃度の E2 曝露においてプラトーに達するのに対し，VTG2 の発現量
は上昇を続けた．また，E2 濃度依存的に ERαの遺伝子発現量は上昇したが，ERβの発現量






・メナジオンは in vitro で抗エストロゲン作用を示すことが報告されている．また，メナジ
オンは船舶バラスト水の殺生物剤として使用後に海洋投棄される可能性があることから，今
後新たな環境ホルモンの汚染源となる可能性がある．そこで，本研究で作成した QPCR 法に
よりメナジオンの in vivo での抗エストロゲン活性評価を行った結果，メナジオンは魚類に対
して抗エストロゲン作用を示すことが明らかになった． 




より ERαおよび ERβの VTG サブタイプの発現誘導への関わりを調査した結果，VTG1 は主





第 7 章 結論 
本研究は，化学物質のエストロゲン様作用の指標となる卵黄前駆体タンパク質 VTG サブ




量を正確に定量することが可能な QPCR 法を用いた評価系を開発した． 
本評価系により，酸体およびアルコール体有機フッ素化合物のエストロゲン様作用につい
て調査を行ったところ，酸体有機フッ素化合物はエストロゲン様作用を示さなかったが，ア
ルコール体有機フッ素化合物である 6:2PFOH，8:2PFOH，9:1PFOH は VTG1，VTG2 および




されている (Jung, J. et al. 2004) メナジオンについて調査したところ，メナジオンは VTG2
および ERαの発現を抑制し，in vivo でも抗エストロゲン作用を示すことを確認した．また，




れる傾向が観察されたことから，メダカ肝臓において ERα と ERβ が異なる生理学的機能を
もつ可能性が示唆された．ER サブタイプの生理的機能については，現在主に哺乳類を用い
て研究が進められている．Chang らは，ヒト乳がん細胞 MCF-7 cell を用いて ER の機能解析
を行った研究で，E2 不在下の ERβ は E2 と ERα の作用によって発現調節される遺伝子群を
刺激または抑制し，ERβ は ERα による遺伝子発現誘導に対して促進的または相殺的な作用
を示すことを報告した．さらに E2 共存下で ERβは ERαの標的遺伝子群とは異なる独自のグ
ループの遺伝子発現を制御していることを示した (Chang, E. C. et al., 2006)．これに加え，Jin
らは，乳がん細胞において，ERβ と ERα とが会合し，ERα と転写複合体の相互作用を減弱
させることで ERαの標的遺伝子 breast cancer and ovarian susceptibility genes (BRCA2) の誘導
を抑制することを報告しており (Jin, W. et al. 2008)，ER サブタイプの生理的機能が明らかに
なりつつある．しかし，魚類での ER サブタイプの機能的差異についてはほとんど調べられ




の影響を観察し，ERαおよび ERβの VTG サブタイプの発現誘導への関わりについて調査し
た．その結果，VTG1 は ERα の作用で誘導され，VTG2 は ERα の作用を ERβ が増強するこ
とで発現量を大きく上昇させることを明らかにした．この際，E2 曝露で VTG2 の上昇に伴
い ERβ の発現が抑制される傾向が見られたことから，VTG2 の発現が十分に上昇した後に
E2 によるフィードバック効果で ERβ の発現が抑制されることが考えられる．以上のことよ
り，これまで詳細が不明であった魚類 VTG サブタイプの発現制御に対する ERαと ERβの役
割についてのモデルを提案する (Fig. 7.1.)． 
VTG サブタイプは ER を介して発現誘導されることから，VTG1，VTG2，ERαおよび ERβ
遺伝子発現量の変動を詳細に定量，比較することができる特徴をもつ本評価系は，エストロ
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